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第 1 章 緒言 
 
 幹細胞とは、自己複製能と分化能を併せ持つ未分化な細胞として定義される。自己複
製能とは、細胞分裂後に自己と同じ能力を持つ細胞を複製できる能力のことであり、分
化能は異なる細胞種に分化する能力のことを指す。幹細胞は分化能の違いにより、その
種類が定義され、胎盤を含めた全ての全ての細胞系列へ分化できる「分化全能性 
(totipotency)」を持つのは、桑実胚期までの受精卵だけである。胚盤胞期になると、内
部細胞塊 (ICM) と、胎盤系列だけに分化する栄養外胚葉 (TE) へ分離する。ICM から
体外培養系で樹立される幹細胞が、胚性幹細胞 (Embryonic Stem Cells: ES細胞)であり[1, 
2]、TE からは栄養膜幹細胞 (Trophoblast Stem Cells: TS 細胞)が樹立される[3]。ES 細胞
は、胚体組織系列細胞の、TS 細胞は胎盤系列細胞の「幹」となる細胞である。これら
幹細胞を、8 細胞期胚から胚盤胞までの初期胚へ注入すると、未分化な状態の細胞ほど
宿主胚へ寄与することが可能である (図 1)。このため、これらの細胞の未分化性は、キ
メラ形成能を指標として判定される。未分化性の高い幹細胞ほど、胚盤胞期の分子機構
を反映しているため、ES 細胞や TS 細胞はこの時期の初期胚解析に伴う量的問題を解決
する材料として使用される。 
 
 ES 細胞は、1981 年にマウスで樹立が報告されて以降、様々な動物種で樹立が報告さ
れ、それに伴い、動物種によって「基底状態」にあるものとそうではないものがあるこ
とが明らかとなってきた[4]。基底状態にある ES 細胞（ナイーブ型）はキメラ形成能を
持つのに対し、それよりも少し分化が進んだプライム型の ES 細胞は、ほとんどキメラ
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に寄与しない。ナイーブ型の ES 細胞は LIF シグナルにより自己複製能が維持されてお
り、ドーム型のコロニーを形成する。対して、プライム型の ES 細胞は FGF シグナルに
より自己複製能が維持され、扁平型のコロニーを形成する。このことから、コロニー形
態はナイーブ型かプライム型かを判定する指標の一つとして用いられる。 
 
 一方、TS 細胞は扁平なコロニーが一般的な形態とされ、プライム型 ES 細胞と同様に、
FGF シグナルにより自己複製能が維持される[3, 5]。TS 細胞は、扁平な形態であるにも
関わらず、キメラ形成能を有しており、ES 細胞が胚体組織のみに寄与するのに対し、
TS 細胞は胎盤のみに寄与する[3]。TS 細胞は、1998 年の樹立以来、血清と FGF4 を含有
する培地により維持されてきたが、2014 年に初めてドイツと日本の 2 つのグループか
ら化学的定義培地が報告された[6, 7]。このうち、Ohinata らは、彼らが作成した化学的
定義培地で樹立した TS 細胞は、播種後すぐにドーム型コロニーを形成するものの、次
第に扁平なコロニーへ変化すると報告している[7]。これは、TS 細胞にもドーム型が存
在することを述べた初めての報告である。実際には、従来の培養条件で培養しても、ド
ーム型のコロニーが観察される。しかしながら、現在に至るまで、ドーム型と扁平型コ
ロニーの遺伝子発現プロファイルの差異や、未分化状態の違いについては全く検討され
ていない。さらに、我々は、従来の培養条件で培養した TS 細胞には、ドーム型、扁平
型以外にも数種の形態の異なるコロニーが出現することを見出した。これは、TS 細胞
の未分化性を評価するための遺伝子発現解析やキメラ実験では、数種のコロニーが混在
した不均一な状態のものが用いられてきたことを意味する。コロニータイプ別の TS 細
胞の遺伝子発現パターンや、未分化性が異なる場合、従来の解析方法で導き出される結
果は、TS 細胞の真の性質が反映されていないと考えられる。どの形態のコロニーを前
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駆体として、数種のコロニーが派生するのかを含め、TS 細胞の性質について明らかに
することは、TS 細胞の基底状態の同定へつながる可能性がある。 
 
 以上の背景から、本研究では、最も未分化な TS 細胞コロニーを同定することを目的
として、形態学的変化に伴う遺伝子発現パターンの変化と、各コロニータイプにおける
キメラ形成能の違いを解析した。また、TS 細胞の真の性質を反映した遺伝子発現量解
析には、各コロニータイプ間で安定した発現を保つリファレンス遺伝子による補正が必
要である。そこで、より正確に遺伝子発現量解析を行うために、各コロニータイプで変
動しないリファレンス遺伝子の同定と、それらを組み合わせた複数の遺伝子による補正
を試みた。
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図 1. 胚盤胞から樹立される 2 種類の幹細胞 
マウスでは、受精後 3.5 日目に胚盤胞となり、胚体組織である内部細胞塊 (ICM)と胚体
外組織である栄養外胚葉(TE)の 2 つの細胞系列から構成される。外側の層が胚体外組織
である TE で、ICM に接する polar TE から TS 細胞が樹立される。TS 細胞の未分化性の
評価は、ES 細胞と同様に、宿主胚盤胞へ細胞を注入することにより評価され、ES 細胞
が胚体組織のみに寄与するのに対し、TS 細胞は胎盤だけに寄与する。 
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第 2 章 
異なる形態の TS 細胞コロニーにおける未分化性の評価 
 
第 1 節 序論 
 
 初期発生において、最初の分化は着床前の胚盤胞期に起こり、胚体外（胎盤）系列細
胞である栄養外胚葉 (TE) と胚体組織系列細胞である内部細胞塊 (ICM) へと分離する。
TE は、胚盤胞の外側に位置する上皮様細胞層であり、ICM に接した部分を polar TE と
呼び、接しない部分を mural TE と呼ぶ (図 2)。Polar TE は全ての胎盤系列細胞へ分化す
る能力を持ち、胎盤を形成するが、mural TE は栄養膜巨細胞 (Trophoblast giant cells ; TG
細胞) へ終末分化し、胎盤は形成しない。 
 Polar TE は、着床後に子宮内膜内へ侵入し、胚体外外胚葉 (ExE)へと分化する。ExE
は上部から栄養膜錐体 (EPC) へ分化し、さらに分化が進行すると 3 層から成る胎盤組
織を形成する[8]。TS 細胞は、胚盤胞の polar TE もしくは受精後 6.5 日目の ExE から樹
立され[3]、FGF シグナルに依存して自己複製能を維持している[6, 9]。TS 細胞は、マウ
ス胎児線維芽細胞(MEF)フィーダー上もしくは MEF 培養上清存在下で、繊維芽細胞増
殖因子(FGF) 4 とその補助因子であるヘパラン硫酸を添加することにより維持すること
が可能である。これらの因子を除去すると、TS 細胞は栄養膜巨細胞(TG 細胞)へと分化
する。TS 細胞は、in vivo で 3 層から成る全ての胎盤系列細胞へ分化する能力を持ち、
宿主胚盤胞へ注入すると、全ての層へ寄与することが確認されている[3]。 
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図 2. マウス胎盤の発生 
マウスでは、受精後 3.5 日目に胚盤胞を形成し、胚体外組織である栄養外胚葉 (TE) は
外側に層を作る。内部細胞塊 (ICM)に接している部分を polar TE、ICM に接しない領域
を mural TE と呼ぶ。Polar TE は、着床後に胚体外外胚葉(ExE)へと分化する。ExE は、
上部から徐々に栄養膜錐体(EPC) へと分化し、EPC は 3 層から成る胎盤組織を形成する。 
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 TS 細胞は、扁平な形態のコロニーを形成すると報告されている[3, 10]が、実際には、
扁平型以外にも様々な形態のコロニーを形成する、不均一な細胞集団である。現在、TS
細胞維持培地として一般的に用いられるのは、1998 年に Tanaka らが報告した FGF4 と
ヘパリンを含有する培地である[3]。この維持培地で培養すると、培養中に様々な形態
のコロニーが観察され、継代を重ねると、より不均一な状態となる。2014 年に、Ohinata
らが報告した化学的定義培地で樹立・維持された TS 細胞は、比較的均一な細胞集団で
はあるものの、播種後まずドーム型コロニーを形成し、扁平型へと変化する(図 3)。 
 以上のことから、現在の培養条件では、未分化状態を保てずに TS 細胞コロニー形態
が変化するのではないかという可能性が考えられる。しかしながら、現在に至るまで、
最も未分化な状態にあるコロニーは同定されておらず、TS 細胞のコロニー形態とその
未分化状態を関連付けた研究は、殆どなされていない。 
 そこで、マウス TS 細胞培養中に観察される形態の異なるコロニーに着目し、それら
のコロニーを形態学的に分類した。本研究では、最も未分化な状態のコロニーを同定す
ることを目的として、それらのコロニーの遺伝子発現パターンやキメラ形成能等を評価
した。 
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図 3. 化学的定義培地で樹立されたマウス TS 細胞 
(A) 化学的定義培地で樹立されたマウス TS 細胞の位相差画像を示す。 比較的均一だが、
細胞を播種後 40 時間後はドーム型コロニーを形成し、80 時間経過すると、扁平型へ変
化した。スケールバー: 100 µm  
(B) 化学的定義培地で樹立されたマウス TS 細胞のタイムラプスイメージング。0 時間
から 54 時間まではドーム型コロニーを保っている（dot circle）が、72 時間以降に扁平
型へ変化した。さらに、ドーム型コロニーが扁平型コロニーに凝集する(dot circle, 108
時間)と、扁平型へと変化した(dot circle, 126 時間)。スケールバー: 100 µm 
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第 2 節 材料および方法 
 
動物 
 C57BL/6N (B6) 雄マウスと、DBA/2 and (C57BL/6N × DBA/2) F1 (BDF1) 雌マウスは、
日本エスエルシー株式会社から購入した。ICR 系統は、株式会社クレア・ジャパンから
購入した。全ての動物実験は、理化学研究所・筑波事業所の実験動物審査委員会の承認
下で実施した。 
 
細胞株 
 細胞株は、C57BL/6 系統の遺伝的背景を持つ B6TS4 株と、ICR (CD1)系統の遺伝的背
景を持つ  EGFP-TS3.5 株、CD1-TS-Tg (CAG-GFP) #3F 株を使用した。B6TS4 株と
EGFP-TS3.5株は、東京大学大学院の田中智先生より、CD1-TS-Tg (CAG-GFP) #3F 株は、
山梨大学の大日向 康秀先生より分与を受けた。 
 
細胞培養 
 本研究では、TS 細胞培養で一般的に使用されている Tanaka らの培養方法 
(conventional medium)[3]を用いて、培養を行った。維持培地は、RPMI 1640 (Thermo Fisher 
Scientific) を基礎培地として、20% ウシ胎児血清、25 ng/ ml FGF4 (Wako) 、1μg/ ml 
heparin (Sigma-Aldrich)、1% GlutaMax (Thermo Fisher Scientific)、1mM sodium pyruvate 
(Thermo Fisher Scientific)、100 µM  2-mercaptoethanol (2-ME) (Sigma-Aldrich)を添加した。
さらに、マイトマイシン C (Sigma-Aldrich) 処理で、細胞増殖を阻害したマウス胎児繊
維芽細胞 (MEF)をフィーダー細胞として使用した。化学的定義培地による TS 細胞の培
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養は、Ohinata らが報告した方法 (Defined medium)で実施した。Defined medium は、等
量の Neurobasal (Invitrogen)とDMEM/F12 (Ham's) (1∶1) (Invitrogen) 混合液を基礎培地と
し、これに 0.5×N2 supplement (Invitrogen)、0.5×B27 supplement (Invitrogen)、50 ng/ ml 
recombinant mouse basic FGF (Wako)、 20 ng/ml recombinant human activin A (R&D)、10nM 
XAV939 (Calbiochem,)、5 μg/mL and Y27632 (Wako)、1% penicillin–streptomycin (Invitrogen)、
0.05% bovine serum albumin (Sigma)、1% GlutaMax (Thermo Fisher Scientific)、 150 µM 
2-mercaptoethanol (Sigma) を添加した。B6TS4 株と EGFP-TS3.5株は、Tanaka らの方法[3]
で、CD1-TS-Tg (CAG-GFP) #3F 株は、Ohinata らの方法[7]で培養した。 
 
免疫細胞化学 
 TS 細胞の固定は、4% パラフォルムアルデヒドを添加し、 室温で 30 分間振とうし
て行った。PBS (-)で 3 回洗浄後、0.5% Triton X-100-PBS (-) を用いて室温で 10 分間透過
処理を行った。PBS (-)で 3 回洗浄後、1% BSA/ PBS (-)で室温、1 時間でブロッキングを
行った。1 次抗体反応は、4℃、一晩で行い、PBS (-)で 3 回洗浄後、2 次抗体反応を室温、
遮光して 1 時間行った。抗体は、1% BSA (-)で希釈し、1 次抗体の希釈倍率は、anti-Cdx2 
ウサギモノクローナル抗体 (1:500) (Abcam) 、2 次抗体の希釈倍率は、goat anti-rabbit IgG 
conjugated to Alexa Fluor 555 (1:500) (Thermo Fisher Scientific)である。2 次抗体反応後、
PBS (-) で 3 回洗浄し、1μg/mL DAPI で室温、30 分間反応させ、核を染色した。画像は、
共焦点スキャナボックス CV1000 (横河電機株式会社) か、 HS オールインワン蛍光顕微
鏡 BZ-9000 (KEYENCE)で取得した。 
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微分干渉 (DIC) 像 
 TS 細胞コロニーは、TrypLE™ Select (1X) (Thermo Fisher Scientific) と 0.1 mg/mL 
Polyvinyl alcohol (PVA)の混合液を用いて、37℃、5% CO2環境下で、2 分間剥離処理した。
続いて、等量の FBS を添加することにより、酵素反応を停止させた。この細胞懸濁液
をスライドガラスに滴下し、正立顕微鏡 Olympus BX53 microscope (Olympus) 、 60×/0.90 
UPlanSApo objective lens (Olympus) による観察を行った。全ての画像は、NEX-5T カメ
ラ (Sony)により取得した。 
 
タイムラプスライブセルイメージング 
 Axio Observer Z1 (Carl Zeiss Microimaging Inc., Westlar, Germany) とそれに付属する 
10×/0.30 Plan-NeoFluar Ph1 objective lens、a Colibri LED light source、AxioCam MRm camera
を用いて、マウス TS 細胞のタイムラプスライブセルイメージングを行った。観察中の
TS 細胞の培養は、Heating Insert P S と incubation system S (Carl Zeiss) により、 37°C 、 
5% CO2 環境を維持した。画像は、30 分間隔で取得し、 AxioVision 4.8 ソフトウェア 
(Carl Zeiss)と、Image J ソフトウェアによる解析を行った。 
 
RNA の単離、増幅、ハイブリダイゼーション 
 受精後 6.5 日目の胚体外組織である ExE と EPC の単離は、以前報告された方法[11]
で行った。マウス TS 細胞コロニーは、引き伸ばしたガラスピペットを使用してピック
アップした。ExE、EPC、もしくは収集した 30 個から 50 個のマウス TS 細胞コロニー
へ TRIzol reagent (Thermo Fisher Scientific) を添加し、total RNA を抽出した。 抽出した
500 pg の total RNA は、TargetAmp™ 2-Round Aminoallyl-aRNA Amplification Kit 1.0 
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(Epicentre Biotechnologies) を使用して、2 段階の増幅を行った。増幅するプロトコール
は、TargetAmp™ 2-Round Aminoallyl-aRNA Amplification Kit 1.0 の添付文書に従った。増
幅した RNA は Cy3 dye (GE Healthcare) で標識し、Whole Mouse Genome oligo DNA 
microarray (8 × 60 K; Agilent Technologies) へ、65℃、16 時間ハイブリダイズした。 
 
マイクロアレイ解析 
 ハイブリダイズしたマイクロアレイスライドは、DNA microarray scanner (Agilent 
Technologies) で蛍光検出し、分解能 5 µm で画像を取得した。取り込まれた画像の蛍光
強度は、Feature Extraction software (Agilent Technologies, Palo Alto, CA, USA) により数値
化し、バックグラウンド補正を行った。Raw intensity value を Gene Spring GX 12.5 ソフ
トウェア (Agilent Technologies) に取り込み、デフォルト設定で正規化した。正規化し
たデータセットから低発現遺伝子を除去するため、raw intensity value が 100 以下の遺伝
子セットを除去するフィルタリングを行った (27,874 probes)。次に、それぞれの遺伝子
セットの特徴を可視化するため、2 元配置階層的クラスタリング解析と 2 次元主成分
(PCA)分析を行った。類似性の尺度には、ピアソンの積率相関係数を使用し、重心法
(centroid method)によりクラスター化した。 
 さらに、1 元配置分散分析(one-way ANOVA)および Post hoc 検定 (Tukey) を行い、統
計的に有意な遺伝子セットを抽出した。統計的有意水準は、5% ( P< 0.05) とした。続け
て、多重検定の補正のため Benjamini-Hochberg 補正を使用した。さらに、type4 コロニ
ーに比べてシグナル比 ( Fold change)が 2 以上の遺伝子セットを抽出した。 
 Gene Ontology (GO)解析は、FuncAssociate 2.1 (http://llama.mshri.on.ca/funcassociate/)を
利用して行った。統計処理は、フィッシャーの正確確率検定と多重比較補正
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(resampling-based method)を用い、有意水準は 5% ( P< 0.05)とした。 
 
定量 RT-PCR 
 Total RNA は、ピックアップした 60 個から 80 個のコロニーから、RNeasy Micro Kit 
(Qiagen) を用いて抽出した。抽出した total RNA から、SuperScript III reverse transcriptase 
(Thermo Fisher Scientific) 反応液セットを用いて first strand cDNA を合成した。遺伝子発
現量の解析は、合成した first strand cDNA を鋳型とし、Quantitect SYBR Green PCR Kit 
(Qiagen)と StepOnePlus™ instrument (Thermo Fisher Scientific)を用いて行った。取得デー
タは、StepOne software v2.1 (Thermo Fisher Scientific) により、ベースラインと閾値補正
を行った。プライマーセットの配列は、表 1 に示した通りである。統計処理は、有意水
準を 5% ( P > 0.05) とし、Shirley-Williams 検定を行った。 
 
表 1. 定量 RT-PCR に使用したプライマーセットの配列情報 
Gene 
symbole 
Forward Reverse 
Cdx2 GCAGTCCCTAGGAAGCCAAG GCAGCCAGCTCACTTTTCCT 
Elf5 GTGGCATCCTGGAATGGGAA CACTAACCTCCGGTCAACCC 
Hand1 AGCAAGCGGAAAAGGGAGT GTGCGCCCTTTAATCCTCTT 
Actb CTGTCGAGTCGCGTCCA ACCCATTCCCACCATCACAC 
 
凝集キメラ実験 
 凝集キメラ実験に用いた宿主胚は、既報の方法[12]に従い体外受精により作出した。
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供試卵子採取のため、B6D2F1 成熟雌マウスにウマ絨毛性性腺刺激ホルモン ( PMSG; 
Sankyo) 7.5IU を腹腔内投与し、その 48 時間から 50 時間後に、ヒト絨毛性性腺刺激ホル
モン ( hCG; Sankyo) 7.5 IU を腹腔内投与した。さらに、14 時間から 17 時間後に、これ
らの過排卵処理を行った雌マウスを安楽死処置し、卵管膨大部から未受精卵を回収した。
卵子を扱う際の基本的な培養液は、5.6 mM glucose 添加 CZB 培地に 3mg/ ml BSA と
0.1mg/ ml PVA を添加したものを使用した。さらに、C57BL/6N (B6) 成熟雄マウスの精
巣上体から、精子を採取した。採取した精子は、HTF 培地中に移し、5% CO2、37℃環
境下で 1 時間の前培養を行った。これを、CZB 培地内の未受精卵へ添加し、5% CO2、
37℃環境下で 5 時間培養し、CZB 培地で洗った後、8 細胞期胚に発生するまで 42 時間
から 45 時間培養した。 
 凝集キメラの作製方法は、既報の方法で実施した。8 細胞期胚を 35mm dish 内に作成
したマイクロウェルに投入し、10 個から 15 個の TS 細胞塊を 8 細胞期胚に接するよう
に投入した。しかしながら、type4 コロニーは接着が弱く、塊を作らないため、他のコ
ロニータイプと同数の細胞を 8 細胞期胚の表面に接着させた。続いて、5% CO2、 37°
C 環境下で 40 時間から 48 時間培養し、胚盤胞期胚へ発生させた。続いて、キメラ胚
盤胞を 5 µg/mL Hoechst 33342 (Dojindo) を添加した CZB 培地で 37°C 、5% CO2 環境
下で 10 分間培養し、画像を Olympus IX-70 inverted microscope (Olympus, Tokyo, Japan)
と HS オールインワン蛍光顕微鏡 BZ-9000 (KEYENCE)で取得した。 
 
統計解析 
 TS 細胞コロニータイプ別の遺伝子発現を比較するため、多重比較検定
(Shirley-Williams test)を行い、有意水準は 5%とした。
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第 3 節 結果 
 
TS 細胞は不均一な細胞集団である 
 まず、conventional media で培養中に観察される数種の TS 細胞コロニーを、5 種類に
分類した。分類したコロニータイプを、図 4 と図 5 に示す。それぞれのコロニーは、type 
1 (ドーム型のコンパクトコロニー)、type 2 ( 扁平型のコンパクトコロニー)、type 3 ( 中
心部分にクラスターを形成する Type 2 様コロニー)、type 4 ( 細胞同士の接着が弱いコロ
ニー)、type 5 ( 扁平だが、敷石状で個々の細胞が明瞭なコロニー)と、形態学的に異な
る特徴を持っていた。それぞれのコロニーにおける、TS 細胞の代表的な未分化マーカ
ーCdx2 (caudal type homeobox 2)の免疫細胞化学を行ったところ、type 5 を除く全てのコ
ロニータイプで Cdx2 を発現していた（図 4）。分化した TG 細胞 (TGCs)では、Cdx2 発
現が認められず、TS 細胞の 5 種類のコロニータイプのうち、type 5 には Cdx2 陰性の細
胞が多く観察された。 
 さらに、各コロニータイプを構成する細胞の形態学的特徴を取得するため、B6 系統
TS 細胞シングルセルの微分干渉像を観察した（図 5）。このうち、type 1 は偽足を持つ
小型で不定形の細胞が過半数を占め、円形の細胞の割合は低かった。これに対し、type 
4 は、円形で核膜と核小体が明瞭な比較的大型の細胞が多く、type 2 は、type 1 と type 4
の特徴を持つ細胞の割合が同等だった。type 5 は TG 細胞に類似した形態を持ち、type 
1-type 4 に比べて大型の細胞が多く観察された。type 3 は、全てのコロニータイプの中
で最も不均一であり、type 2 と type 5 で認められる細胞の形態に類似していた。ICR 系
統 type 1 では B6 系統 type 1 のような特徴は示さず、小型で不定形の細胞の比率は少な
いという特徴を持っていた。 
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 以上の結果から、conventional TS 細胞は、さまざまな形態学的差異を持つ細胞により
構成される不均一な集団であること、コロニー形態が類似していても、シングルセルレ
ベルでの形態学的な特徴は系統間で差があることが明らかとなった。 
 
偽足を持つ細胞は、type 1 コロニーを形成する 
 図 5 で、B6 系統 type 1 コロニーは偽足を持つ細胞により構成されることが明らかと
なった。そこで、偽足を持つ細胞が、type 1 コロニーを形成することを確認するため、
シングルセルのタイムラプスイメージングを行った（図 6）。偽足を持つ細胞は他の細
胞と凝集し (3h)、1 つのクラスターを形成した (4h)。細胞増殖に伴ってクラスターは
徐々に大きくなり(4-16h)、type 1 コロニーを形成した (21h)。 
 次に、type 1 コロニーの形態変化を、12 時間ごとに合計 48 時間観察した（図 7）。type1
コロニーの観察は、播種後 2 日目から開始した（図 7A）。観察開始 12 時間目には、type 
1 の殆どが形態を維持しており（21 個/33 個）、Type 2（11 個/33 個）と type 3 コロニー
（1 個/33 個）も派生した（図 7B）。12 時間目までに type 1 から派生した異なる形態の
コロニーのうち、最も割合が高かったのは type 2であり（33%）、type 3は低かった（3%）。
type 5 は 36 時間目に、type 4 は 48 時間目に派生したものの、その割合は低く、それぞ
れ 3%と 12%だった（図 7B および図 7C）。以上の結果から、全てのコロニータイプは
type 1 から派生し、type 2 と type 3 は type 1 と type 4 の中間体であること、これらのコ
ロニー転換は不可逆的な変化であることが示された。 
 
TS 細胞コロニータイプは、系統ごとに異なる遺伝子発現プロファイルを持つ 
 それぞれのコロニータイプの網羅的遺伝子発現解析のため、type 1、type 2、type 4 
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(conventional media)のマイクロアレイ解析を行った。対照群として、defined medium で
樹立・培養した CD1-TS 株を、in vivo コントロールとして受精後 6.5 日目の胚体外組織 
(ExE, EPC)を使用した。CD1-TS 株コロニーも、時間依存的にドーム型から扁平型へと
変化するため、本解析ではドーム型コロニーのみを pick up し、解析対象とした。マイ
クロアレイ解析に使用したサンプルの情報を、表 2 に示す。 
 各コロニータイプにおける遺伝子発現パターンの類似度を可視化するため、主成分分
析(PCA)と階層的クラスタリング解析を行った（図 8 および図 9）。まず、PCA（図 8）
において、TS 細胞は CD1-TS 株と conventional で分離せず、マウスの系統ごとに分離
した (dotted square)。未分化 TS 細胞の対照として用いた CD1-TS は、ICR 系統 TS 細胞
の細胞株である EGFP-TS3.5の type 2 と type 4 の近位にあった。EGFP-TS3.5 type 1 は、
CD1-TS 、EGFP-TS3.5 type 2 および type 4 とは少し離れた位置にプロットされた。一方、
B6 系統の TS 細胞株 B6TS4 は、type 1 と type 2 が近位にあり、type 4 は少し離れた位置
にプロットされた。分化の対照群である E6.5 胚は、2 つの系統で ExE から EPC への移
動は同方向であり(dotted arrows)、ICR 系統 TS 細胞でも type 1 から type 4 コロニーへの
移動は同方向だった。一方、B6 系統 TS 細胞は、type 1 から type 4 への移動方向は E6.5
胚や ICR 系統 TS 細胞とは逆方向だった。 
 階層的クラスタリング解析（図 9）においても、PCA 解析結果と同様に、コロニータ
イプではなくマウス系統でクラスターを作った。これは、TS 細胞が由来する系統によ
り異なる遺伝子発現プロファイルを持つことを示している。未分化 TS 細胞の対照とし
て用いた CD1-TS は、同じクラスターをつくることから、遺伝子発現プロファイルが均
一であることが示された。一方、conventional TS 細胞はコロニータイプ別にクラスター
を作らなかった。 
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 以上の結果から、conventional TS 細胞 type 1 から type 4 へ変換する際の遺伝子発現パ
ターンの変化は、E6.5 胚 ExE から EPC への分化で変動する遺伝子とは異なるものであ
ること、同じ形態のコロニー間でも遺伝子発現パターンが異なること、その遺伝子発現
パターンは、由来するマウスの遺伝的バックグラウンドによるものであることが明らか
となった。 
 
Type 4 コロニーは、TS 細胞としての性質を維持している 
 次に、マイクロアレイデータにおける、TS 細胞の未分化マーカー (Cdx2, Esrrb, Sox2, 
Elf5, Fgfr2)の発現パターンを確認した（図 10）。E6.5 胚 ExE はこれらの未分化マーカー
発現を維持しているが、E6.5 胚 EPC で低下した。これに対し、TS 細胞では、EOMES
および Elf5 mRNA レベルが type 1 に対し type 4 で低下していたものの、他の未分化マ
ーカー(Cdx2, Esrrb, Sox2, Fgfr2)は殆ど変動を示さなかった。さらに、TS 細胞の分化マ
ーカーである Hand1（TG 細胞マーカー）と Ascl2（海綿状栄養膜細胞マーカー）発現を
確認したところ、B6 系統 type 4と ICR系統XGFP株 type 4で増加傾向にあったものの、
ICR 系統 EGFP-TS3.5株では変動が認められなかった。分化マーカーが増加傾向にあった
B6 系統 type 4 と ICR 系統 XGFP 株 type 4 においても、Cdx2 など代表的な未分化マーカ
ーは発現変動していなかった。このことから、type 4 コロニーは、TS 細胞としての性質
を維持していることが確認された。 
 
Type 4 コロニーでは、セルジャンクションに関連する遺伝子セットが減少している 
 Type 1 と type 2 コロニーが同等の TS 細胞マーカー発現を示したことから (図 10)、こ
の 2 つのコロニータイプに対し、type 4 コロニーの性質が変化している可能性を考えた。
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そこで、type 4 で変動した遺伝子セットを抽出するため、1 元配置分散分析(one-way 
ANOVA)および Post hoc 検定(Tukey)を行い(p< 0.05) 、続けて、多重検定の補正のため
Benjamini-Hochberg 補正を使用した。解析に使用した細胞株は、B6 系統 B6TS4 株と、
ICR 系統 EGFP-TS3.5株である。ICR 系統の 2 つの細胞株（EGFP-TS3.5株と XGFP 株）間
で、遺伝子発現パターンが著しく異なったため、最初に樹立された TS 細胞株であり、
既報にて使用された実績のある EGFP-TS3.5を解析に使用した[9, 13, 14]。 
 統計的に有意な遺伝子セットのうち、2 倍以上の発現変動があるもの (Fold change>2)
を抽出し、Venn 図（図 11A）による絞込みを行った。type 1 と type 2 に対し、type 4 で
2 倍以上発現増加した遺伝子は 71 個だった。一方、type 1 と type 2 に対し、type 4 で半
分以下に発現が低下した遺伝子は 116 個だった。 
 これらの発現変動遺伝子の生物学的な機能を調べるために、Gene Ontology (GO) 解析
を行った（図 11B）。GO 解析とは、目的の遺伝子セットと、統計的に関連のある機能カ
テゴリー(GO term)を探索することを目的としたものである。GO 解析の結果、type 4 で
発現が増加した遺伝子セットは、血管新生に関連する GO term にエンリッチされた。こ
れに対し、type 4 で 1/2 以下に発現が低下した遺伝子セットは、細胞接着のセルジャン
クションに関連する GO term にエンリッチされた。 
 以上の結果から、type 1 と type 2 に対し、type 4 ではセルジャンクション機能が低下
していることが明らかとなった。これは、type 4 の特徴（細胞接着が弱く、コロニー形
態が崩れている）を説明するものである。 
 図 11B で示した GO term にエンリッチされた遺伝子のうち、tight junction assembly と
cell-cell junction assemblyに含まれるCdh1に着目した（図 12A）。Cdh1遺伝子はE-cadherin
タンパクをエンコードしており、細胞極性を制御する分子として知られている[15]。TS
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細胞 type 1, type 2, type 4 コロニーにおける局在を調べるため、E-cadherin 免疫染色を行
ったところ、type 1 と type 2 は細胞接着部分がメッシュ状に染色されたのに対し、type 4
は断裂した線状に染色された。 
 
TS 細胞 type 5 では、Cdx2  mRNA 量が有意に低下する 
 次に、全てのコロニータイプにおける Cdx2 mRNA 量を、定量 RT-PCR により解析し
た（図 13A）。Cdx2 は、TS 細胞における代表的な未分化マーカーである。定量 RT-PCR
解析結果も、マイクロアレイ解析結果と同様に、type 1、type 2、および type 4 コロニー
間に有意な発現変動は認められなかった。Cdx2 免疫染色では、type 5 で Cdx2 陰性の細
胞が観察されたが（図 4）、type 5 コロニーにおける Cdx2 mRNA 量は、B6 系統では検出
限界以下であり、ICR 系統 EGFP-TS3.5株においても、type 1 および type 2 に対し有意な
低下を示した（P < 0.05)。type 3 は、両系統 TS 細胞において低下傾向にあり、B6 系統
のみ有意に低下していた。 
 以上の結果から、type 5 のみ Cdx2 mRNA 量が有意に低下しており、 他のコロニータ
イプ間では、有意な発現変動を示さないことが明らかとなった。 
 
TS 細胞 type 3 および type 4 では、Elf5 mRNA 量が低下する 
 マイクロアレイ解析において、type 4 で発現低下が認められた Elf5 は、TSCs の自己
複製能を維持する転写因子の１つであり[10, 16]、未分化状態と分化状態を決定する中
心的な転写因子であることが報告されている[17]。定量 RT-PCR により type 1 から type 4 
(type 5 は除外）における Elf5 mRNA 量を定量したところ、B6 系統由来 B6TS4 株および
ICR 系統 EGFP-TS3.5株ともに、type 1 に対して type 3 および type 4 で有意な発現低下を
 21 
 
示した (p<0.05)。さらに、TG 細胞分化マーカーである Hand1 mRNA 量を定量したとこ
ろ、B6 系統 B6TS4 株 type 3 で増加傾向を示したものの、各群に有意差はなかった。 
 以上の結果から、Elf5 は Cdx2 よりも TS 細胞の未分化状態を反映したマーカーであ
ること、Hand1 は未分化・分化状態に関わらずある程度の発現量が維持されていること
が示された。また、マイクロアレイ解析では type 3 コロニーを解析対象としていなかっ
たものの、定量 RT-PCR により type 2 と type 4 の中間体であることが示された。 
 
Type 4 は著しく未分化状態が低下したコロニーである 
 次に、各コロニータイプの未分化状態を評価するため、マイクロアレイ解析でデータ
を取得した 3 つのコロニータイプ（type 1、type 2、および type 4）の、polar TE への寄
与率を評価した。polar TE は胎盤へと発達する組織であり、この部位への寄与が高けれ
ば、TSCs としての未分化性を維持していると言える。使用した TS 細胞は、GFP 蛍光
タンパクで標識してあり、GFP蛍光によりTS細胞の寄与を評価することができる。Polar 
TE、ICM ともに GFP 蛍光が観察されたものは Polar TE への寄与あり、また、胚盤胞の
TE 層の内側のみに GFP 蛍光が観察されたものは、ICM に残留しているものとしてカ
ウントした。Polar TE への寄与率は、type 1 が 77.1%、type 2 が 72%だったのに対し、type 
4 は殆ど寄与しなかった（9.76%）。ICM に残留したものは、type 1、type 2、および type 
4 でそれぞれ 11.4%、 16%、4.9%だった。type 4 のみ Mural TE に寄与したものが観察さ
れ、全体の 4.9%だった（図 14）。 
 一連の検討から、type 4はTS細胞マーカー遺伝子発現に殆ど変化がなかったのもの、
TS 細胞としての未分化性が著しく低下した状態にあること、type 1 と type 2 はコロニー
を構成する細胞の形態は異なるが、同等のキメラ形成能を持つことが明らかとなった。
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さらに、全てのコロニータイプが type 1 から派生したことから、type 1 が最も未分化な
コロニーであることが示唆された。 
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表 2. マイクロアレイサンプル情報 
TSC line (sex) 
Genetic 
background  
Culture 
medium  
Samples for microarray analysis 
Colony/tissue 
type  
Number of 
samples  
B6TS4 (male) 
C57BL/6 
(B6) 
Conventional  type 1  4 
   type 2 2 
   type 4 3 
EGFP-TS3.5 (female) ICR  Conventional  type 1 3 
   type 2 3 
   type 4 4 
XGFP (female) ICR  Conventional  type 1 3 
   type 2 4 
   type 4  4 
CD1-TS-Tg(CAG-GFP) 
#3F* (female) 
ICR (CD1)  
Chemically 
defined  
 3 
 
E6.5 extraembryonic 
tissues (males and females) 
C57BL/6 
(B6) 
 ExE 3 
   EPC 3 
 ICR   ExE 3 
   EPC 3 
*Referred to as “CD1-TS” in the text. ExE, 胚体外外胚葉; EPC, 栄養膜錐体 
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TGC: Trophoblast giant cells
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図 4. マウス TS 細胞コロニーの形態による分類 
B6TS4 各コロニーを示す。type 1 から type 4 コロニーで、Cdx2 が同等に発現している。
一方、TS 細胞が分化した TG 細胞 (TGCs) (closed triangle) では Cdx2 発現が観察されな
い。type 5 コロニーには、Cdx2 陽性細胞と陰性細胞の両方が存在する。 
スケールバー: 100 µm
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図 5. TS 細胞各コロニーシングルセル微分干渉像 
B6TS4 各コロニーにおける典型的なシングルセル(上）と非典型的なシングルセル（下）
を示す。スケールバー: 20 µm
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図 6. B6TS4 シングルセルのタイムラプスイメージング 
Type 1 の典型的な細胞である、偽足 (closed triangle) を持つ不定形の細胞 (0h, dotted 
square) が複数の細胞と凝集し(3h, dotted square)、1 つのクラスターを形成する(4h, dotted 
square)。このクラスターの細胞が増殖し、ドーム型コロニーとなる  (21h-40h, dotted 
square)。スケールバー: 100 µm  
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図 7. B6TS4-type 1 コロニーのタイムラプスイメージング 
(A) TS 細胞の一般的な培養方法と、タイムラプスイメージングの実施期間を示す。タイ
ムラプスイメージングは、播種後 2 日目から開始し、その後さらに 2 日間のコロニー形
態の変化を観察した。 
(B) Type 1 コロニーのコロニー形態の変化を 12 時間ごとに観察し、樹形図に示す。全て
の colony type は type 1 から派生し、時間依存的に type 1 が減少した。type 4 は 36h の time 
pointまでは派生しないが、36時間から 48時間の間に派生を開始し、その数が増加した。
Closed triangle は type 2 から type 3 が派生したことを示しており、派生した時間はこの
time point よりも前である。 
(C) (B)で示した各タイムポイントにおけるコロニータイプの割合を円グラフで示す。
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図 8. TS 細胞各コロニータイプの主成分分析 (PCA) 
Conventional TS 細胞は、コロニータイプごとではなく、各系統 (B6 もしくは ICR)ごと
にグループを作った。CD1-TSはEGFP-TS3.5株の type 2と type 4の近位にあり、EGFP-TS3.5 
type 1 は少し離れた位置にプロットされる。B6TS4 株は、type 1 と type 2 が近位にあり、
type 4 は少し離れた位置にプロットされる。E6.5 胚において、ExE から EPC への分化方
向 (dotted arrows) は系統間で共通であり、ICR 系統 TS 細胞 type 1 から type 4 も同方向
へシフトした。一方、B6TS4株(B6 genetic background)の type 1から type 4へのシフトは、
E6.5 胚や ICR 系統 TS 細胞とは逆方向である。
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図 9. TS 細胞各コロニータイプの階層的クラスタリング解析 
各コロニータイプの遺伝子発現パターンの類似性を可視化した。PCA（図 8）と同様に、
マウスの genetic background 毎にクラスターを作る。また、CD1-TS 細胞は全てのサンプ
ルが同クラスター内にあり、遺伝子発現パターンが均一であることを示している。
conventional TS 細胞は、コロニータイプ毎にクラスターを作らないことから、同コロニ
ータイプであっても、遺伝子発現パターンにばらつきがあることを示す。E6.5 胚は、
ExEと EPCがそれぞれクラスターを作り、遺伝子発現が類似していることが示された。
階層的クラスタリング解析は、ピアソン相関係数と群間平均法を用いてクラスタリング
した。
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図 10. マイクロアレイデータにおける TS 細胞マーカー発現 
マイクロアレイデータにおける、TS 細胞未分化マーカーと分化マーカー発現を示す。3
つの TS 細胞株各コロニータイプにおける、未分化マーカー(Cdx2、Esrrb、Sox2, EOMES, 
Elf5, Fgfr2)の発現を確認したところ、EOMES と Elf5 のみ、両系統 type 4 で発現が有意
に減少した。一方、Cdx2、Sox2, Fgfr2 は殆ど変動が認められなかった。また、Esrrb は
ICR 系統 XGFP 株 type 4 で有意に発現が低下したものの、他の 2 株では殆ど変動しなか
った。 E6.5 胚では、これらの未分化マーカーは全て、ExE で高く、EPC で低かった。
さらに、TG 細胞分化マーカー(Hand1)と、海綿状栄養膜細胞マーカー(Ascl2)発現は、ICR
系統 XGFP 株 type4 が type 1、type 2 と比較して有意に増加したものの、ICR 系統
EGFP-TS3.5 type 4 では殆ど変動しなかった。 
（水平バー：平均値, *P > 0.05） 
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図 11. Type 4 で発現が変動した遺伝子セットの Gene Ontology (GO) 解析 
(A) Type 1と type 2に対してType 4で、有意に発現が変動した遺伝子セット( P< 0.05, fold 
change >2) を Venn 図で示す。Type 1 と type 2 に対して type 4 で 2 倍以上発現が増加し
た遺伝子は 71 個、発現が 1/2 以下に減少した遺伝子は 116 個だった。 
(B) (A)で示した発現変動遺伝子の GO 解析結果を示す。Type 1 と type 2 に対し、type 4
で発現が増加した遺伝子は、血管新生に関連する GO term にエンリッチされた。これに
対し、発現が減少した遺伝子は、セルジャンクションに関連する GO term にエンリッチ
された。 
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図 12. GO 解析から抽出された Cdh1 遺伝子の発現パターンと局在 
(A) マイクロアレイ解析における Cdh1 発現パターン。B6 系統由来および ICR 系統由来
の 2 つの TS 細胞株ともに、type 4 で減少傾向にあった。*P < 0.05. 
(B) 3つのコロニータイプ (type 1, type 2,type 4)のE-cadherin免疫染色結果。Type 1と type 
2 は細胞接着領域がメッシュ状に染色されたが、type 4 は断裂した線状に染色された。
スケールバー: 100 µm 
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図 13. 異なる genetic background を持つ TS 細胞株における定量 RT-PCR 解析 
(A) 全てのコロニータイプにおける Cdx2 mRNA 量の定量 RT-PCR 解析結果。B6 系統由
来および ICR系統由来の2つのTS細胞株 (B6TS4, EGFP-TS3.5)のいずれにおいても、type 
5 で顕著な発現低下が認められた。 B6TS4 株では、検出限界以下(N.D.= not detected.)
だった。Type 3 は B6TS4 株でのみ有意に低下した。 
(B) Type 1 から type 4 ( type 5 は除外）における Elf5 mRNA 量の定量 RT-PCR 解析結果。
B6 系統由来および ICR 系統由来の 2 つの TS 細胞株 (B6TS4, EGFP-TS3.5)のいずれにお
いても、type 1 に対し、type 3 および type 4 で有意な発現低下を示した。 
(C) Type2 から type 4 ( type 1 および type 5 は除外）における Hand1 mRNA 量の定量
RT-PCR 解析結果。各群に有意差は認められなかった。 
* p< 0.05、水平バー：平均値 
 
 35 
 
Polar TE
Polar TE
Merge
Polar TE
Polar TE Merge
Polar 
TE
Polar TE Merge
Polar TE
Hoechst
GFP
Hoechst
GFP
Hoechst
GFP
100
Type1 Type2 Type4
0
20
40
60
80
(%)
polar TEに寄与
mural TEに寄与
ICMに残留し、TEに移行せず
宿主胚への寄与なし
C
o
n
tr
ib
u
ti
o
n
n=35 n=25 n=41
A B
ICM
ICM
ICM
T
y
p
e
1
T
y
p
e
2
T
y
p
e
4
Bright field
Bright field
Bright field
 
図 14. Type 1、type 2 および type 4 の凝集キメラ実験結果 
(A) マイクロアレイで使用した 3 種のコロニータイプ（type 1、type 2、および type 4）
と宿主胚（8 細胞期胚）を凝集させ、宿主胚への寄与により各コロニーの未分化性を評
価した。Polar TE: polar TE へ寄与, ICM: TE へ移行せずに ICM 領域に残留 
(B) 凝集キメラ実験結果をグラフ化した。Type 4 は殆ど宿主胚へ寄与せず、Polar TE へ
寄与率も低い。Type 1 および type 2 は、polar TE へ同程度の寄与率を示した。 
 36 
 
 
 
図 15. TS 細胞コロニーの形態変化に関するスキーム 
(A) TS 細胞の代表的な未分化マーカーである Cdx2 mRNA 量を維持していても、Elf5 
mRNA 発現が低下すると、polar TE へ寄与しない。分化スイッチが入ると、まず Elf5 
mRNA 発現の低下が起こり、続いて Cdh1 発現が低下して TG 細胞へ分化するものと考
えられる。Cdx2 および Elf5 発現が同程度であれば、細胞形態が異なっても、同程度の
未分化状態にある。 
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(B) 全てのコロニータイプは、type 1 から派生する。コロニー形態が異なるのは、コロ
ニーを形成する細胞の性質が変化したためだと考えられる。この転換は、分化方向へ向
かった不可逆的なものである。
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第 4 節 考察 
 
 TS 細胞コロニーは、未分化条件下であっても自発分化する性質を持ち、そのため TS
細胞には様々な形態のコロニーが出現する。それにも関わらず、TS 細胞では一定の割
合で未分化コロニーが維持される。本研究では、type 1 コロニーを形成する典型的な細
胞が継代後に新たな未分化コロニーを形成すること、それにより、TS 細胞では一定数
の未分化コロニーが維持されていることを明らかにした（図 15B）。 
 
 Type 1 コロニーの中には、他のコロニータイプへと転換するものがあり、その転換は
不可逆的なものである。そのため、培養時間に依存して未分化コロニーは減少する（図
7B, 7C）。しかしながら、残った未分化コロニーを継代時に剥離処理することにより、1
つのコロニーから複数の未分化な細胞が単離される。この細胞は、比較的小型で不定形
であり、細胞表面に偽足が観察される。この未分化な細胞が凝集し、新たに未分化コロ
ニーを形成していく（図 6）。このようにして、TS 細胞は一定数の未分化コロニーを維
持しているのではないかと考えられる。我々が観察した限りでは、未分化コロニーを形
成する典型的な形態の細胞の比率は、ICR 系統よりも B6 系統の方が高かった。また、
階層的クラスタリング解析(図 9)により、B6 系統 TS 細胞の方が、E6.5 胚の ExE 組織に
近い遺伝子発現パターンを示すこと、化学的定義培地で樹立・維持された defined TS 細
胞は、均一な遺伝子発現パターンを示すことが明らかとなった。Defined TS 細胞コロニ
ーは、未分化マーカーの発現を維持しているものの、conventional TS 細胞で観察される
形態の細胞は観察されず(data not shown)、E6.5 胚 ExE から遠位にあった（図 8）。これ
らの結果から、ICR 系統の遺伝的背景には、TS 細胞の未分化状態を妨げる何らかの因
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子が含まれる可能性が考えられる。遺伝的背景による遺伝子発現パターンへの影響は、
ES 細胞でも同様に報告されている[18]。 
 
 また、TS 細胞コロニータイプにおいて、ほとんどの TS 細胞未分化マーカーに有意な
変動はなかったものの、EOMES および Elf5 mRNA 量のみ type 4 で有意に低下した（図
10 および図 13B）。また、定量 RT-PCR により Elf5 mRNA 発現量は type 4 だけではなく
type 3 コロニーでも低下していることが明らかとなった。。Type 4 コロニーはキメラ形
成能を殆ど持たないことから（図 14）、Elf5 mRNA発現が低下したこれらのコロニーは、
分化状態にあることが示唆された。Elf5 は Elf5 タンパクをエンコードする ETS ドメイ
ンを持つ転写因子であり、TS 細胞の樹立に必須であることが知られている[19]。さらに、
Elf5 は、EOMES と協調して TS 細胞の未分化状態を維持することが報告されており[17]、
TS 細胞の未分化状態を維持する中心的な役割の遺伝子である可能性が考えられる。近
年、TS 細胞の自己複製能は Esrrb を中心とした転写ネットワークにより制御されてお
り、Elf5 は Esrrb の下流にあることが報告された[5]が、本研究では分化状態にある type 
4 コロニーは Cdx2, Esrrb, Sox2 発現を維持しており、必ずしも Esrrb 発現と Elf5 発現が
相関しないことを示した（図 10）。これは、Esrrb を介さない Elf5 発現制御機構の存在
を示唆するものであり、TS 細胞の自己複製と細胞分化制御機構の解明につながる重要
な情報であると考えられる。 
 
 Elf5 は TS 細胞の自己複製能維持の他に、乳腺の上皮細胞において
Epitherial-Mesenchymal Transition (EMT)を阻害することが報告されており、EMT の過程
で Elf5 発現は E-cadherin と協調して低下する。EMT とは、上皮細胞がその細胞極性を
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消失し、間葉系様の細胞へと変化する現象である。EMT 様の変化は着床後の栄養外胚
葉の浸潤の際にも起こる[20]。マイクロアレイ解析で抽出した、注目すべき遺伝子が
Cdh1 (E-cadherin)である（図 12）。Type 4 コロニーで発現低下した Cdh1( E-cadherin)を含
む遺伝子セットは、セルジャンクションに関連する GO term にエンリッチされた。これ
らの結果から、type 4 コロニーにおける Elf5 発現の低下は Cdh1 の発現に関与している
可能性が考えられる。 
 
 不均一なマウス TS 細胞に対し、マウス ES 細胞は均一であり、胚体組織への高い寄
与能を持っている。質の高い ES 細胞でテトラプロイド凝集胚形成法を行うと、4 細胞
期胚は胎盤系列のみに分化し、ES 細胞だけから成る胚体を作出することが可能である。 
このような均一で質の高い ES 細胞の維持は、Erk1/2 と GFK シグナルを阻害することに
より可能になった。この 2 つのシグナルを阻害すると、マウス ES 細胞の基底状態を維
持することが可能である[21]。 
 
 ES 細胞と同様に、TS 細胞の自発分化機構が解明できれば、TS 細胞も均一で質の高
いものに改善できる可能性がある。本研究で分類した形態が異なる TS 細胞は全て、同
一の培養条件下かつ同一の Dish 内で観察されたものである。それにもかかわらず、type 
4 のように形態学的に異なる細胞が出現する（図 7B および 7C）のは、FGF シグナルが
TS 細胞の分化シグナルを完全には阻害できていないことを示唆している。分化状態に
転換したコロニーは、未分化状態へ戻ることはない。そのため、継代によりシングルセ
ルになった細胞から再びコロニーを形成する際にも、未分化な状態のものは type 1 を形
成するが、分化が進行したものはコンパクトなコロニーを形成できずに type 4 を形成す
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るのではないかと考えられる（図 15B）。未分化条件下での、TS 細胞自発分化機序に関
する研究は、現在に至るまで殆ど行われてない。コロニータイプ別でエピジェネティッ
クもしくは生化学的な解析を行うことにより、この機序を解明することができる可能性
がある。さらに、その経路を阻害することにより、均一で未分化性の高い TS 細胞を維
持することが可能になるかもしれない。
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第 3 章 TS 細胞の遺伝子発現量解析における 
適切な補正遺伝子の同定 
 
第 1 節 序論 
 
 定量 RT- PCR は、目的遺伝子の PCR 増幅産物をリアルタイムでモニタリングするこ
とにより、その増幅率から目的遺伝子の発現量を定量する技術である[22]。この際、サ
ンプリングの際の誤差や逆転写効率の違いによる影響を除外するため、変動の少ないハ
ウスキーピング遺伝子（リファレンス遺伝子）による内部補正が行われる。しかしなが
ら、これらの遺伝子の中には各発生段階や組織間で大きく変動するものがある[23-25]。
一般的に、定量 RT-PCR では単独のリファレンス遺伝子が選択され、殆どの場合 Gapdh
や Actb、Rn18s が使用される[26]。TS 細胞でも、内部補正のためのリファレンス遺伝子
として、Actb や Gapdh が選択されている[6, 7, 27]。 
 
 Vandesompele らは、単一のリファレンス遺伝子で補正すると、サンプル間の有意差検
定で重大な過誤をもたらす可能性があるとし、安定した複数のリファレンス遺伝子によ
り補正することを推奨している[23]。geNorm は彼らが考案したアルゴリズムで、候補
遺伝子の発現変動量(M-value)を算出し、これを安定性指標としている。 
 
 TS 細胞は、胚盤胞の栄養外胚葉 (TE)もしくは着床直後の E6.5 日胚の胚体外外胚葉
(ExE)から樹立される胎盤系列の幹細胞である[3]。着床前後の胚は細胞数が少なく、そ
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の分子機構を解析する際に量的な制限が伴うため、これを解決する材料として TS 細胞
が用いられる。TS 細胞は、FGF シグナリングによりその未分化状態を保っているが、
シグナル存在下であっても、様々な形態のコロニーが派生し、不均一な状態となってい
る。我々は第 2 章で、形態の異なる TS 細胞コロニーでは遺伝子発現パターンも異なる
こと、出現するコロニーの中には、分化過程にある TS 細胞と分化細胞の中間体に位置
づけられるコロニーが出現することを報告した。 
 
 Veazey らは、TS 細胞から分化誘導した TG 細胞では Actb が大きく変動することを報
告している[28]。これは、不均一な状態にある TS 細胞において、安定したリファレン
ス遺伝子での補正が、正確な解析結果を導き出すことに必須であることを示唆するもの
である。しかしながら、彼らは TS 細胞を分化誘導して 8 日目の TG 細胞を比較対象と
して解析している。この時期の TG 細胞では未分化マーカーを発現しておらず、Pl-1 な
どの終末分化マーカーが増加する[6, 29]。 
 
 第 2 章では、type 1 および type 2 コロニーが未分化状態にあり、type 3 および type 4
コロニーは分化状態にあることを明らかにした。さらに、TS 細胞未分化マーカー(Cdx2, 
EOMES, Esrrb, Sox2, Elf5)のうち、Elf5 が最も未分化状態を反映したマーカー遺伝子であ
ることを報告した。一般的に、分化過程にある TS 細胞は、これらのマーカー遺伝子の
発現変動を示す[3, 6, 7]とされる。そのため、TG 細胞と type 4 は異なる性質を持つもの
と考えられ、リファレンス遺伝子も異なる変動を示す可能性が予想される。しかしなが
ら、未分化 TS 細胞において、異なるコロニータイプ間のリファレンス遺伝子の変動を
 44 
 
確認した研究はなく、第 2 章で定量 PCR の補正に用いた Actb の変動を確認する必要が
ある。 
 
 本章では、TS 細胞各コロニータイプにおける、変動の少ないリファレンス遺伝子を
同定することを目的として、geNorm アルゴリズムを用いたリファレンス遺伝子の同定
を試みた。 さらに、複数の安定したリファレンス遺伝子による補正を行った場合と、
単一のリファレンス遺伝子による補正を行った場合との解析結果を比較した。 
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第 2 節 材料および方法 
 
細胞株および細胞培養 
 細胞株は、C57BL/6 系統の遺伝的背景を持つ B6TS4 株を使用した。B6TS4 株は、東
京大学大学院の田中智先生より分与を受けた。維持培地は、RPMI 1640 (Thermo Fisher 
Scientific) を基礎培地として、20%ウシ胎児血清、25 ng/ ml FGF4 (Wako) 、1μg/ ml 
heparin (Sigma-Aldrich)、1% GlutaMax (Thermo Fisher Scientific)、1mM sodium pyruvate 
(Thermo Fisher Scientific)、100 µM  2-mercaptoethanol (2-ME) (Sigma-Aldrich)を添加した。
さらに、マイトマイシン C (Sigma-Aldrich) 処理で、細胞増殖を阻害したマウス胎児繊
維芽細胞 (MEF)をフィーダー細胞として使用した。 
 
定量 RT-PCR 
 Total RNA は、ピックアップした 60 個から 80 個のコロニーから、RNeasy Micro Kit 
(Qiagen) を用いて抽出した。抽出した total RNA から、SuperScript III reverse transcriptase 
(Thermo Fisher Scientific) 反応液セットを用いて first strand cDNA を合成した。遺伝子発
現量の解析は、合成した first strand cDNA を鋳型とし、Quantitect SYBR Green PCR Kit 
(Qiagen)と StepOnePlus™ instrument (Thermo Fisher Scientific) 用いて行った。解析に使用
したリファレンス遺伝子のプライマーセットは、Mouse geNorm Kit (Mouse geNorm Kit)
に含まれる Atp5b、Canx、Cyc1、Gapdh、Ubc、Rn18S に加えて、Actb（5′–
CTGTCGAGTCGCGTCCA–3′ および 5′–ACCCATTCCCACCATCACAC–3'）を使用し
た。リファンレンス遺伝子の詳細情報を表 3 に示す。標的遺伝子は、Cdx2
（5'-GCAGTCCCTAGGAAGCCAAG–3′および 5'–GCAGCCAGCTCACTTTTCCT–3'）と
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Elf5（5'–GTGGCATCCTGGAATGGGAA–3′および 5'–CACTAACCTCCGGTCAACCC–3'）
を選択した。取得データは、StepOne software v2.1 (Thermo Fisher Scientific) により、ベ
ースラインと閾値の補正を行った。 
 
データ解析と統計処理 
 定量 RT-PCR データの解析には、Cq 値(Ct 値)を使用し、geNorm アルゴリズムを使用
した qbase+ software (Biogazelle)を用いて行った。7 種類のリファレンス候補遺伝子
(Atp5b、Canx、Cyc1、Gapdh、Ubc、Rn18s、Actb)の安定性の評価は、リファレンス遺伝
子の平均発現変動値（M value）により行った。M value の閾値は 0.5 で、これ以下のも
のが変動の少ないリファレンス遺伝子とされる。複数のリファレンス遺伝子補正を行う
ためのリファレンス遺伝子の選抜は、ペアワイズ変動値 (V value)  により決定した。
M value の閾値は 0.15 であり、これ以下の値であればリファレンス遺伝子の組み合わせ
として適していると判断される。また、統計処理は、SPSS statistics 22.0（IBM)を用いて
Kruskal-Wallis 検定および Dunnett 法による多重比較を行い、5%を有意水準 ( p< 0.05)
とした。 
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表 3. リファンレンス遺伝子の詳細情報 
Official Symbol Full Name Function 
Actb actin, beta One of six different actin isoforms which play 
important roles in determining cell shape and 
controlling cell movement. 
Atp5b ATP synthase, 
H+ transporting, 
mitochondrial F1 
complex, beta 
polypeptide 
Mitochondrial ATP synthase catalyzes ATP synthesis, 
utilizing an electrochemical gradient of protons across 
the inner membrane during oxidative phosphorylation. 
Canx Calnexin A calcium-binding, endoplasmic reticulum 
(ER)-associated protein. 
Cyc1 Cytochrome C1 A small hemeprotein which plays in the mitochondrial 
respiratory chain by transferring electrons from the 
Rieske iron-sulfur protein to cytochrome c. 
Gapdh glyceraldehyde-3
-phosphate 
dehydrogenase 
An enzyme for energy metabolism and the production 
of ATP and pyruvate through anaerobic glycolysis 
Ubc Ubiquitin C A polyubiquitin precursor conjugated to target 
proteins via an isopeptide bond either as a 
monomer 
Rn18s 18S ribosomal 
RNA 
A part of the ribosomal RNA. Ribosomal RNAs 
perform critical functions in the ribosome that 
allow protein synthesis to occur. 
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第 3 節 結果 
 
TS 細胞には、コロニータイプ別に発現変動の大きいリファンレンス遺伝子が存在する 
 qbase+ software により、マウス TS 細胞 type 1 および type 2 コロニーにおける、発現
変動の少ないリファレンス遺伝子を決定した（図 16A）。コロニー間の発現変動に依存
して、平均発現変動値（M value）が増大する。閾値 0.5 以下のものが発現変動の少ない
遺伝子だと定義されることから、Atp5b, Cyc1, Canx、Actb、Gapdh の 5 遺伝子が安定し
たリファレンス遺伝子であることが明らかとなった。 
 次に、ペアワイズ変動値(V value )により、補正に使用するリファレンス遺伝子数の絞
込みを行った（図 16B）。V value は、M value の低い遺伝子から順番に遺伝子を加えて
いき、補正に適した遺伝子数を絞り込むものである。V value は 0.15 を閾値とし、それ
以下であれば信頼性のある結果が得られるとされる。そのため、V value が最も低い遺
伝子数を補正に使用する必要はなく、最少数が補正に用いられる。Black bar は、今回の
解析における最適な組み合わせ数を示し、Gapdh と Actb の 2 種類のリファレンス遺伝
子の組み合わせが最適であることが示された。 
 
発現変動の大きいリファンレンス遺伝子単独での補正は、解析結果に影響を与える 
 複数のリファレンス遺伝子で補正する場合、M value により不安定とみなされた 2 つ
の遺伝子（Rn18s, Ubc）を加えても、計算上では解析結果に影響を与えないことが示さ
れた。これを視覚化するため、TS 細胞マーカー遺伝子 Cdx2 および Elf5 を対象として、
複数もしくは単一のリファレンス遺伝子による補正を行った（図 17、図 18）。 
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 7 種類のリファレンス遺伝子全てによる補正値と、最適な組み合わせ数である 2 種類
のリファレンス遺伝子による補正値を比較すると、各サンプルの遺伝子発現量は同等だ
った（図 17 および図 18）。Gapdh や Actb で補正した場合も、発現量に多少の増減はあ
るものの、同様の発現パターンを示した。一方、発現変動の大きい Rn18s で補正すると、
他の補正を行ったものよりばらつきが大きくなった（図 17 および図 18）。これらのサ
ンプルをコロニータイプ別にグラフ化し、平均値を算出したところ、どのリファレンス
遺伝子で補正しても、Elf5 発現は未分化コロニー(type 1, type 2)で高く分化コロニー
( type 3, type 4)で低かった（図 17)。Cdx2 は、複数のリファレンス遺伝子による補正値
と、最も安定なリファレンス遺伝子である Gapdh 単独による補正値は、同様の遺伝子
発現パターンを示したが、最も不安定なリファレンス遺伝子である Rn18s による補正は
これらとは異なる発現パターンを示した（図 18)。また、どの補正でもコロニータイプ
特異的な発現傾向は認められなかった。 
 
 以上の結果から、TSCs の異なるコロニータイプ間で、発現変動が大きいリファレン
ス遺伝子は Rn18s であり、最も発現変動の少ないリファレンス遺伝子は Gapdh である
ことが明らかとなった。また、発現変動の大きいリファレンス遺伝子による補正は、標
的遺伝子の発現状態によって、生物学的特徴を反映しない結果が算出されてしまう可能
性があることが示された。さらに、Elf5 は TS 細胞の未分化状態を Cdx2 よりも反映し
ており、TS 細胞未分化マーカーとして最も適していることが明らかとなった。 
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図 16.リファレンス遺伝子候補の発現変動解析と組み合わせ数の決定 
(A) 平均発現変動値 (M value)により、TS 細胞における各リファレンス遺伝子の安定性
を評価した。Red dot line は閾値 (0.5) を示す。0.5 以下の Atp5b, Cyc1, Canx、Actb、Gapdh
が安定したリファンレンス遺伝子である。 
(B) ペアワイズ変動値(V value )は、(A)で示した発現変動量が少ない遺伝子(M value が小
さい遺伝子）を安定したものから順に n/n+1 で解析した値である。Red dot line は閾値 
(0.15) を示す。閾値以下のもののうち、組み合わせ数が最も少ない Black bar が、最適
な組み合わせである。  
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図 17. 異なるリファレンス遺伝子で補正した Elf5 の発現量 
(A)各コロニータイプにおける異なるリファレンス遺伝子による Elf5 mRNA の補正値を
発現量の高い順に並び替えた。7 reference genes は発現変動値 (M value)が0.5以上の18S 
(Rn18S)および Ubc を含む 7 遺伝子全てによる補正を示す。2 reference genes は、V value
が 0.15 以下の遺伝子セットのうち最少の組み合わせ(Actb, Gapdh) による補正を示す。
複数のリファレンス遺伝子による補正値と、単独のリファレンス遺伝子による補正値は、
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どれも未分化コロニー(type 1, type 2)と分化コロニー( type 3, type 4)で分離した。 
(B) 異なるリファレンス遺伝子で補正したコロニータイプ別 Elf5 mRNA 発現量の補正
値を dot plot で示した。複数のリファレンス遺伝子による補正値と、安定したリファレ
ンス遺伝子単独による平均値はほぼ同等となるが、最も発現変動の大きい Rn18s 単独に
よる補正は、複数のリファレンス遺伝子による補正値に比べて、補正値のばらつきが大
きくなった。 
* p< 0.05、水平バー：平均値 
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図 18. それぞれのサンプルにおける Cdx2 の発現量 
(A) 異なるリファレンス遺伝子で補正したコロニータイプ別 Cdx2 mRNA の補正値を発
現量の高い順に並び替えた。7 reference genes は発現変動値 (M value)が 0.5 以上の 18S 
(Rn18S)および Ubc を含む 7 遺伝子全てによる補正を示す。2 reference genes は、V value
が 0.15 以下の遺伝子セットのうち最少の組み合わせ(Actb, Gapdh) による補正を示す。
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どの組み合わせでも、コロニータイプ特異的な発現傾向は認められなかった。 
(B) 異なるリファレンス遺伝子で補正したコロニータイプ別 Cdx2 mRNA 発現量の補正
値を dot plot で示した。複数のリファレンス遺伝子による補正値は、どの組み合わせで
も平均値はほぼ同等となるが、最も発現変動の大きい Rn18s 単独による補正は、type 1
コロニーの補正値のばらつきが大きくなり、また、平均値の傾向も他の補正因子による
ものとは異なる傾向を示した。 
水平バー：平均値 
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第 4 節 考察 
 
 第 3 章では、TS 細胞の 4 種類のコロニータイプ(type 1, type 2, type 3, type 4)における
7 種類 (Atp5b、Canx、Cyc1、Gapdh、Ubc、Rn18S、Actb) のリファレンス遺伝子の発現
変動率を明らかにした。4 つのコロニー間で最も発現変動が少ない遺伝子は Gapdh で、
最も変動が大きい遺伝子は Rn18s だった（図 16A）。Actb も geNorm の安定性指標基準
を満たしており、Actb で補正した場合も、Gapdh で補正した場合と同様の結果が得られ
た（図 17 および図 18）。これは、分化前後の TS 細胞で Actb が大きく変動するとした
Veazey らの検討結果とは異なるものである。彼らは、終末分化した TG 細胞と TS 細胞
を比較しており、TG 細胞では細胞骨格のリアレンジメントが起こる[29]ことから、Actb
の mRNA 発現が大きく変動したために、大きく変動したのだと考えられる。 
 
 Type 4 は、分化マーカーの有意な増加を示さず、ほとんどの未分化マーカー発現を維
持していること（図 10）から、TG 細胞とは異なる性質の細胞である。しかしながら、
キメラ形成能は著しく低下しており（図 14）、type 1 に比べて分化状態にあると考えら
れる。TS 細胞と TG 細胞の中間に位置づけられる type 4 で、Gapdh と Actb が殆ど変動
していないこと、Rn18s が大きく変動することが明らかとなったことは、生物学的特徴
を反映した定量 PCR を行うための有益な情報となる。さらに、安定発現指標を満たし
たリファレンス遺伝子単独でも、複数のリファレンス遺伝子で補正した場合と同様の結
果を得られることが示された（図 17 および図 18）。第 3 章で得られた結果と Veazey ら
の検討結果から、Gapdh は、TS 細胞から TG 細胞への分化過程で殆ど変動しない安定
したリファレンス遺伝子であると結論付けることが可能である。  
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以上の結果から、TS 細胞コロニータイプ間で最も安定したリファレンス遺伝子は、
Gapdh であること、TS 細胞コロニータイプ別の発現量解析において、Actb や Gapdh に
よる補正は、単独でも十分に信頼性のある結果が得られることが示された。
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第 4 章 総論 
 
 本研究は、最も未分化な TS 細胞コロニーを同定すること、自発分化する性質を持つ
TS 細胞が未分化コロニーを維持する機序を明らかにすることを目的とした。凝集キメ
ラ実験の結果、予想に反して、ドーム型( type 1)と扁平型 ( type 2)が同等のキメラ形成
能を持つことが明らかとなった。しかしながら、タイムラプスイメージング観察により、
type 1 コロニーから全てのコロニータイプが派生すること、このコロニー転換が不可逆
的なものであることも示されたため、type 1 が最も未分化なコロニーであることが示唆
された。さらに、type 1 を構成する細胞を観察したところ、type 1 は小型で不定形な形
態が占める割合が高いのに対し、type 4 は比較的大型で円形かつ核膜と核小体が明瞭な
細胞が過半数を占めている、という所見が得られた。また、type 2 は type 1 と type 4 の
混合型であることから、コロニーを形成する細胞の組成が異なるにも関わらず、なぜ
type 1 と type 4 が同等のキメラ形成能を持つのか、という点には疑問が残る。これは、
シングルセルレベルでの解析を行うことにより、原因を解明することができるかもしれ
ない。 
 
 TS 細胞は、未分化性を維持するための FGF シグナル存在下でも、自発分化した TG
細胞がコロニーの端に出現してしまう[3]。また、本研究により、type 4 は分化状態にあ
るコロニーであることが明らかとなった。これは、現在の培養条件には、TS 細胞の分
化シグナルを阻害する因子が不足していることを示唆している。 
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 未分化条件にあっても自発分化が起こるという現象は、ES 細胞でも認められる。LIF
シグナルと血清による条件で培養すると、LIF シグナルにより ES 細胞の分化シグナル
である MAPK シグナルも活性化される[30]。また、MAPK シグナルは、ES 細胞からの
FGF4 自己分泌によっても活性化されることが報告されている[31]。 
 
 TS 細胞では、FGF シグナルを除去することにより自発分化が引き起こされる。しか
しながら、FGF シグナル存在下で分化する TS 細胞の性質に関しては、現在に至るまで
検討されていない。本研究第 2 章で、我々は、TS 細胞の最初の分化が、Elf5 と Cdh1 
(E-cadherin)の発現低下を介したものである可能性を報告した。Elf5 と E-cadherin の発現
低下を惹起する因子を阻害すれば、TS 細胞の自発分化を抑制できる可能性がある。こ
の機序が明らかになれば、阻害剤を用いることにより、未分化性の高い均一な TS 細胞
を維持できるようになるかもしれない。 
 
 本研究第 3 章では、正確な遺伝子発現解析を行うために、コロニータイプに共通の安
定発現遺伝子（リファレンス遺伝子）を同定した。一連の検討により、TS 細胞のコロ
ニータイプ別での遺伝子発現量解析において、Actb もしくは Gapdh 単独で補正を行っ
ても、十分に信頼性のある結果を得られることが明らかとなった。これらの結果は、不
均一な TS 細胞の品質評価に関する有用な情報となるものと考える。 
 
 TS 細胞は、1998 年に樹立された比較的新しい幹細胞であるため、1981 年に樹立され
た ES 細胞に比べて、情報量が圧倒的に不足している。ES 細胞は、分化シグナルの同定
[21, 31, 32]が、基底状態を維持するための阻害剤同定[21]へとつながった。TS 細胞にお
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いても、未分化条件下で惹起される分化シグナルを同定することが、より未分化性の高
い TS 細胞の樹立へとつながるのではないかと考える。また、現在の培養条件では、同
じコロニータイプでも、それを構成する細胞の形態や比率が不均一なものとなっている。
そのため、発現量解析（図 13、図 17 および図 18）において、発現量のばらつきの原因
となっているのではないかと思われる。 
 
 本研究は、未分化条件で派生する形態の異なる TS 細胞コロニーを解析することによ
り、それらのコロニーが異なる未分化・分化状態にあることを明らかにした。これは
TS 細胞の自発分化によるものと推測され、Elf5 と E-cadherin の発現低下が関与する可
能性が示唆された。この機序が解明されれば、より均一で、より未分化性の高い TS 細
胞の樹立・維持が可能となるだろう。  
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